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APLICACION DE TECNICAS DE CITOGENETICA MOLECULAR
PARA LA DETECCION DE ANEUPLOIDiA Y CLASTOGENICIDAD
EN CELULAS HUMANAS EXPUESTAS A ARSENICO
1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1. ARSÉNICO EN EL AMBIENTE 
 
El arsénico es un elemento que se encuentra comúnmente en la 
atmósfera, rocas y aguas, y desde su aislamiento por Albertus 
Magnus en 1250, ha sido objeto de controversia en la historia de la 
humanidad, debido a su utilización en distintos campos de la 
actividad humana: agricultura, medicina, ganadería, electrónica y 
metalurgia (Mandal et al., 2002; Lillo, 2005). En la actualidad se 
conoce que el arsénico, aún en concentraciones bajas, es capaz de 
inducir carcinogénesis en seres humanos y es por ello que el interés 
en este compuesto aún continua vivo (Pradosh et al., 2002). 
 
Las diferentes actividades humanas han tenido un efecto notable 
sobre la presencia del arsénico en la naturaleza incrementando en 
forma significativa el riesgo de exposición de los seres humanos 
(Figura 1.1) (Tabla 1.1). Entre las actividades industriales que 
suponen una exposición al arsénico están: minas de carbón, 
fundidoras de metales, plantas de energía térmica por combustión de 
carbón y las fábricas de pesticidas; otras exposiciones vienen 
determinadas por su uso en fármacos y en venenos (un ejemplo 
clásico es la relación del arsénico con la muerte de Napoleón 
Bonaparte) (Mandal et al., 2002). 
 
Los compuestos arsenicales presentes en concentraciones elevadas 
en los reservorios naturales de las aguas suponen los casos de 
intoxicación más comunes, debido al uso del agua para el consumo 
humano. Existen estudios epidemiológicos de la contaminación por 
arsénico ocurridos en muchos países, los cuales revelan que el 
arsénico es capaz de producir multiplicidad de alteraciones en la 
salud humana como: lesiones en la piel (melanosis y queratosis), 
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cáncer en la piel, afecciones en el sistema nervioso central, diabetes, 
malformaciones congénitas, así como otras enfermedades (DeSesso 
2001; Mandal et al., 2002; Pradosh et al., 2002; Rodríguez et al., 














Exposición humana al arsénico 




No carcinogénico Carcinogénico 
• Anormalidades cromosómicas. 
• Modificación de la proliferación 
celular. 
• Alteraciones en la expresión de 
genes. 
• Alteraciones en la reparación 
del DNA. 
• Estrés oxidativo. 
Figura 1.1. Fuentes de exposición al arsénico y algunas vías para su 
toxicidad (Pradosh et al., 2002). 
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Tabla 1.1. Concentraciones de arsénico en diferentes ambientes de la 
Unión Europea (Mandal et al., 2002). 
 
Ambiente Concentración Área 
Aire 0,2 – 1,5 ng/m3 





Suelos 1,6 – 4 mg/Tn 
5 – 70 mg/Tn 
Agrícola 
Industrial 
Aguas 2 – 300 mg/Tn 





1.1.1. Toxicidad del arsénico 
 
El arsénico es capaz de entrar en los seres vivos por medio de 
diferentes vías o rutas, la más frecuente es la vía oral que involucra la 
presencia de los arsenicales en el agua y otras bebidas, alimentos y 
suelos; los polvos y humos provenientes de las industrias 
representan el particulado fino que puede ingresar al cuerpo por vía 
respiratoria, mientras que el contacto con la piel (percutánea) 
describe la vía dérmica (Mandal et al., 2002). 
 
Las rutas de salida (o de excreción) se clasifican comúnmente como 
principales y secundarias, las rutas principales están representadas 
por la excreción de los metabolitos arsenicales por medio de las heces 
y la orina, mientras que las secundarias incluyen la leche materna, 
saliva, sudor, uñas, pelos y tejidos con queratina (Silbergeld 2001; 
Mandal et al., 2002). La toxicidad del arsénico depende 
principalmente de la forma química y del estado de oxidación en el 
cual está presente; sin embargo, existen otros factores a tomar en 
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cuenta: el estado físico (gas, solución, tamaño de partícula del polvo), 
la tasa de eliminación, la naturaleza de los sustituyentes químicos en 
el compuesto tóxico, si la persona había estado previamente 
expuesta; debido a que estos factores son capaces de modificar el 
grado de toxicidad del arsénico en sus diferentes formas químicas 
(Mandal et al., 2002). 
 
Las reacciones químicas en las interfases roca/sedimento y 
atmósfera/agua/suelo influencian el transporte, distribución y 
disponibilidad del arsénico en el ambiente mientras que la 
disponibilidad del oxígeno controla las reacciones redox del 
arsenato/arsenito, que son las dos formas en las que el arsénico 
inorgánico normalmente se encuentra en el ambiente. 
 
La adsorción y precipitación del arsenato y arsenito inmovilizan el 
arsénico en el sedimento, sin embargo, mediante la metilación 
realizada por los microorganismos (al igual que los mamíferos) el 
arsenito se convierte en ácido monometilarsénico (MMA) y ácido 
dimetilarsénico (DMA) seguido por otros compuestos 
organoarsenicales (Figura 1.2). 
 
Está generalmente aceptado que la metilación es la principal ruta 
biológica en el ciclo del arsénico no sólo en el medio ambiental, sino 
en la destoxificación ocurrida en los seres vivos, sin embargo, se han 
vinculado los metabolitos metilados, como monometilarsénico (MMA) 
y el dimetilarsénico (DMA) con los efectos adversos asociados con la 
exposición al arsénico (Vega et al., 1995; Mandal et al., 2002; Borrás 
et al., 2004; Akerman et al., 2005). 
 
Entre los seres humanos existen amplias diferencias en la intensidad 
de la respuesta a las sustancias químicas potencialmente tóxicas, y 
existen variaciones en la susceptibilidad de un individuo a lo largo de 
 5
su vida; esto puede atribuirse a diversos factores que pueden afectar 
a la velocidad de absorción, la distribución en el cuerpo y la velocidad 
de biotransformación y/o excresión de una determinada sustancia 
(Christensen 1995; Hopenhayn et al., 1996; Herce et al., 1998; Basu 




















































Figura 1.2. Ciclo del arsénico en el ambiente (Pradosh et al., 2002). 
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Los factores hereditarios pueden modular la susceptibilidad a la 
toxicidad química, así como otros factores como las características 
constitucionales relacionadas con la edad y el sexo, los estados 
patológicos preexistentes o un deterioro de la función de un órgano 
(no hereditario), los hábitos alimentarios, el hábito de fumar, el 
consumo de alcohol, el empleo de fármacos, la exposición relevante a 
biotoxinas (liberadas por diversos microorganismos), factores físicos 
(radiación, humedad, temperaturas muy bajas o elevadas, o 
presiones barométricas especialmente idóneas para la presión parcial 
de un gas determinado) y las exposiciones anteriores de tipo 
profesional o ambiental a una determinada sustancia (Goering et al., 
1999; Gebel, 2000; Silbergeld, 2001). 
 
En la Tabla 1.2, se presenta un conjunto de efectos sobre la salud 
humana relacionados con la exposición crónica al arsénico inorgánico 
como afecciones en el tracto gastrointestinal, tracto respiratorio, piel, 
hígado, sistema cardiovascular, hematopoyético y nervioso 
(Hopenhayn et al., 1996; Manssur, 1996; Schaumlöffel et al., 1998; 
Kaltreide et al., 2001; Hall, 2002; Walmod et al., 2002; Ng et al., 
2003; Rosenkranz, 2003; Rossman et al., 2004; Tseng, 2004; 
Wanabuchi et al., 2004). 
 
1.1.2. Episodios de contaminación en seres humanos 
 
La presencia natural y antropogénica del arsénico en el agua potable 
ha sido reconocida como el principal tema de salud pública en 
algunas regiones del planeta en la últimas tres décadas. Algunas 
áreas pobladas han sido afectadas por exposiciones, natural- o 
accidentalmente, por el arsénico, por ejemplo, Taiwán, Bangladesh, 




Tabla 1.2. Resumen de los efectos sobre la salud inducidos por la 





Efectos vinculados con la exposición al arsénico, en seres 
humanos 
Respiratorios Laringitis, bronquitis traqueal, rinitis, faringitis, acortamiento de 
respiración, sonidos en el pecho (crepitación y/o ronquido), congestión 
nasal, perforación del septo nasal. 
Pulmonarios Hiperpigmentación, enfermedad de pulmón restrictiva, enfermedad de 
pulmón obstructiva. 
Cardiovasculares BFD, anormalidades cardiovasculares, enfermedad de Raynaud, 
oclusión de vasos sanguíneos, hipertensión, infarto miocardial, 
arritmias cardíacas, adelgazamiento de vasos sanguíneos. 
Gastrointestinales Boca y garganta seca, ardor de estómago, dolores y calambres 
abdominales, diarrea moderada, irritación gastrointestinal 
sintomática, esofaguitis, gastritis, colitis, malestar abdominal, 
anorexia, mala absorción de nutrientes, pérdida de peso. 
Hematológicos Anemia, leucopenia, depresión de médula ósea, disminución de GSH 
intracelular. 
Hepáticos Cirrosis, hipertensión portal sin cirrosis, neoplasia hepática primaria, 
varices en esófago, ictericia, perjuicio de funciones hepáticas - 
metabolismo de porfirinas, hinchamiento y ablandamiento del órgano. 
Renales Proteinuria, deshidratación, necrosis, cáncer. 
Dérmicos Melanosis, queratosis, hiperqueratosis, enfermedad de Bowen, cáncer, 
papilomatosis, pruritis generalizada, carcinoma celular basal y 
escamoso, uñas de manos y pies con manchas blancas transversales. 
Neurológicos Injuria neural, encefalopatía con síntomas como dolor de cabeza, 
letargo, confusión mental, alucinación, apoplejías, coma. 
Desarrollo Infarto de aorta, malformaciones congénitas, disminución del peso al 
nacer, abortos. 
Reproductivos Incremento en la mortalidad fetal, neonatal y postnatal, elevación en la 
prevalencia de recién nacidos con bajo peso, altas tasas de abortos 
espontáneos, incrementos en malformaciones congénitas, elevada 
frecuencia de complicaciones durante el embarazo, en tasas de 
mortalidad en el nacimiento y bajo peso en recién nacidos. 
Inmunológicos Perjuicio de la respuesta inmune. 
Genotóxicos Inhibición del mecanismo de reparación para la cocarcinogénesis y 
comutagénesis, induce altas frecuencias en aberraciones 
cromosómicas, arresto mitótico, células tetraploides, disrupción sobre 
la organización microtubular de las células. 
Mutagénicos Inducción de daño en el DNA, cambios en estructura o número de 
cromosomas, clastogénesis, daño genético transmisible a generaciones 
posteriores, cáncer. 
Carcinogénicos Alta incidencia de carcinomas celular escamoso y basal de la piel, 
neoplasias internos, arsenicismo, riesgo de cáncer en pulmón, piel, 
vejiga, riñón e hígado. 
Diabetes Vinculada con exposición al arsénico en el agua potable. 
Bioquímicos Inhibidor de más de 200 enzimas en humanos, como colinesterasa, 
glutamilpiruvato transminasa, glutatión peroxidasa, glucosa-6-
fosfatasa, flujo de Na+ y K+, inhibición de grupos ditioles y sulfidrilos. 
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Como ejemplo de esto, en el año 1998, en Madrid (España) se 
detectaron concentraciones naturales de arsénico superiores a 50 
µg/L (concentración máxima permisible España) en las aguas 
destinadas al consumo de la población. En una fase inicial, las 
muestras de aguas provenientes de 353 líneas de distribución de 
Madrid fueron analizadas, mientras que en una segunda fase, 
después de 6 meses, los análisis fueron repetidos en 35 líneas de 
distribución de agua potable que fueron consideradas con un posible 
riesgo para la salud pública. El 74 % de las fuentes de aguas 
estudiadas en la fase inicial tuvieron una concentración de arsénico 
menor a 10 µg/L, un 22,6 % tuvo niveles entre 10 y 50 µg/L y un 3,7 
% presentaron más de 50 µg/L. 
 
Muchas de las fuentes de aguas que presentaron niveles de arsénico 
superiores a 10 µg/L fueron localizadas en la misma área geográfica. 
En la segunda fase, 26 de las 35 líneas de distribución presentaron el 
mismo rango (10 – 50 µg/L) igual que el primer estudio; 6 tuvieron 
menos de 10 µg/L y tres presentaron más de 50 µg/L. Se estableció 
que el contenido de arsénico presente en las aguas subterráneas de 
esa región proviene de la composición natural, con lo cual en la 
actualidad, menos del 2 % de la población de la ciudad de Madrid, 
consume agua proveniente de las fuentes de aguas subterráneas 
(Aragonés et al., 2001). 
 
1.2. TOXICOLOGÍA GENÉTICA 
 
La toxicología genética, tiene como objetivo el estudio de la forma en 
la cual los agentes químicos o físicos afectan al complejo proceso de 
la herencia. Las sustancias químicas consideradas como 
potencialmente genotóxicas son compuestos capaces de modificar el 
material hereditario de las células vivas. 
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La probabilidad de que una determinada sustancia cause un daño 
genético depende inevitablemente de diversas variables, como el nivel 
de exposición del organismo a la sustancia, la distribución y 
retención de ésta una vez que ha penetrado en el organismo, la 
eficiencia de los sistemas de activación metabólica y/o destoxificación 
en los tejidos diana y la reactividad de la sustancia o de sus 
metabolitos con macromoléculas críticas de las células. 
 
La probabilidad de que el daño genético produzca una enfermedad 
depende en última instancia de la naturaleza del daño, la capacidad 
que posee la célula de reparar o amplificar el daño genético, la 
oportunidad de expresar cualquier alteración que se haya inducido y 
la capacidad del cuerpo de reconocer y suprimir la multiplicación de 
células aberrantes (Bustamante et al., 1997; Bae et al., 2001; 




La genotoxicidad de los agentes químicos es una característica 
química intrínseca, basada en el potencial electrofílico del agente 
químico (como es el caso del arsénico) para unirse con puntos 
nucleofílicos de macromoléculas como enzimas, proteínas y DNA 
(Yager et al., 1997; Decordier et al., 2003; Cooper et al., 2004; Waters 
et al., 2004). 
 
La genotoxicidad es, por tanto, la capacidad tóxica que se manifiesta 
en el material genético de las células e incluye efectos directos e 
indirectos sobre el DNA, entre los cuales se puede mencionar la 
inducción de mutaciones (genéticas, cromosómicas y genómicas), que 
a nivel molecular son similares a los acontecimientos que se sabe 
están implicados en la carcinogénesis (Menzel et al., 1998, Lauwerys 
2001; Liu et al., 2001; Nagar et al., 2003; Liu et al., 2005). 
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Para que la estructura del cromosoma resulte alterada es necesario 
que se produzca, al menos, una rotura en la molécula del DNA y que 
no sea reparada o que ocurra una reparación incorrecta. La 
capacidad de inducir tales roturas se denomina clastogenicidad y los 
agentes son denominados clastógenos. Cuando un agente 
clastogénico produce las roturas en la fase S del ciclo celular, se 
denominan S-dependiente, y aquellos que no necesitan pasar por la 
fase S para generar una rotura son denominados S-independientes. 
 
Un ejemplo de agente S-dependiente es la mitomicina – C (MMC), la 
cual es una sustancia utilizada ampliamente en la terapia 
antitumoral, pues es capaz de producir la muerte de las células que 
se dividen al bloquear su replicación; este es un agente alquilante 
que se une covalentemente a la molécula de DNA, la base que se une 
preferentemente con la MMC es la guanina formando enlaces intra- o 
intercatenarios y como resultado se presenta una rotura de tipo 
cromatídico, sin embargo, la MMC también es capaz de inducir 
aneuploidía y producir un retraso en el ciclo de división celular en los 
cultivos de células de mamíferos. 
 
La capacidad como agente aneunógeno de la MMC parece ser debido 
al daño que se produce en la estructura trilaminar del cinetocoro, 
impidiendo la correcta unión de los cromosomas al huso mitótico 
(Ortiz et al., 2004). 
 
Por otro lado, la disminución/aumento del número de cromosomas 
presentes en el cariotipo de una especie, se conoce como aneuploidía 
y los agentes capaces de inducir este efecto son denominados 
aneunógenos, por medio de la acción indirecta en la molécula del 
DNA, las regiones diana de estos compuestos suelen encontrarse en 
los microtúbulos, cinetocoros, centríolos, cuerpos polares o 
membranas nucleares y citoplasmáticas, produciendo una 
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distribución alterada de los cromosomas en las células hijas, dando 
como resultado la mala segregación de los mismos. Estos provocan la 
desorganización del huso mitótico, o impiden la unión del cromosoma 
con el huso, o producen fallos en la segregación cromosómica o 
cromatídica en la transición de la metafase y anafase. Los telómeros 
también juegan un papel importante puesto que mantienen unidas 
las cromátidas hasta el momento de la anafase, evitando la pérdida 
de cromosomas (Parry et al., 2002). 
 
La griseofulvina (GF) es una sustancia derivada de la coumarina, de 
fórmula molecular C17H17ClO6, utilizada como eficaz agente 
antifúngico y es ampliamente usada en ensayos genotóxicos debido a 
la producción de micronúcleos derivados de la pérdida de 
cromosomas completos, lo cual aporta el carácter aneugénico y la 
alteración del ciclo de proliferación celular (Kalweit et al., 1999; 
Kersten et al., 1999; Norppa et al., 2003). 
 
Este compuesto tiene la capacidad de perturbar el movimiento de los 
cromosomas debido a su habilidad de bloquear la producción de los 
microtúbulos con las proteínas asociadas y esenciales para la función 
de movimiento de los cromosomas durante la división celular. 
 
1.2.2. Ensayos in vitro 
 
Los efectos genotóxicos se miden mediante los denominados ensayos 
de genotoxicidad, que se pueden utilizar tanto in vitro como in vivo. 
Los ensayos que miden la mutación génica son los que detectan la 
sustitución, adición o supresión de nucleótidos en un gen. Los 
ensayos que miden la mutación cromosómica son los que detectan 
roturas o reordenaciones cromosómicas en las que intervienen uno o 
varios cromosomas. Los ensayos que miden la mutación genómica 
son los que detectan cambios en el número de cromosomas, 
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fenómeno que se denomina aneuploidía. Entre las lesiones 
cromosómicas identificables al microscopio se encuentran las 
aberraciones cromosómicas, los intercambios entre cromátidas 
hermanas y los micronúcleos que pueden derivarse de fragmentos de 
cromosomas acéntricos o de la falta de cromosomas completos 
(Gonsebatt et al., 1997; Hu et al., 1998; Goering et al., 1999; Gil, 
2000; Huang et al., 2000; Basu et al., 2001; Lauwerys, 2001; Hughes, 
2002; IARC, 2004).  
 
Los ensayos de genotoxicidad in vitro se utilizan en la actualidad 
porque cuestan relativamente poco, son fáciles de realizar y han 
demostrado que detectan el efecto carcinogénico en roedores y en 
células humanas, por lo cual se consideran una evidencia confiable 
de las principales alteraciones ocurridas en el material genético de las 
células eucariotas (Léonard, 1988; Krishnaha et al., 1991; 
Christensen, 1995; Hartwig et al., 1997; Fenech 2000; Huff et al., 
2000; Parry et al., 2002; Ochi et al., 2003; Filipic et al., 2004; Marcos 
et al., 2006). 
 
1.2.2.1. Ensayo para la detección de micronúcleos en células 
eucariotas 
 
El ensayo de micronúcleos (MN) in vitro ha sido desarrollado como 
una robusta prueba para evaluar el daño genético con amplias 
aplicaciones: 
 
• Ecotoxicología (Gebel et al., 1996; Mansour et al., 1996; Herce 
et al., 1998; Yeşilada, 2001; Baez et al., 2003; Castañé et al., 
2003; Ng et al., 2003; Richardson, 2003; Raisuddin et al., 
2004; Wang et al., 2004; Wanibuchi et al., 2004). 
• Nutrición (Silbergeld, 2001). 
• Pruebas de sensibilidad a las radiaciones en la evaluación de 
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riesgo del cáncer (Champion et al., 1995; Kligerman et al., 
1995; Moore et al., 1996; Hartwig et al., 1997; Kersten et al., 
1999; Burns et al., 2004; Akerman et al., 2005; Al-Baker et al., 
2005). 
• Biomonitoreo de las poblaciones humanas (Krishnaja et al., 
1991; Köteles et al., 1993; Christensen 1995; Radack et al., 
1995; Hopenhayn et al., 1996; Mansour et al., 1996; 
Gonsebatt et al., 1997; Mäki et al., 1998; Fenech, 2000; Gil, 
2000; Basu et al., 2001; Liu et al., 2001; Hall, 2002; Barraqué 
2003; Le et al., 2003; Ng et al., 2003; Mahata et al., 2004; 
Tseng, 2004; Vega et al., 2004; Marcos et al., 2006). 
• Pruebas de farmacéuticos y agroquímicos (Mandal et al., 2002; 
Schuler et al., 2003; Celik et al., 2005). 
 
Los micronúcleos se presentan como pequeñas masas de cromatina 
dentro de la célula que son distintos del núcleo principal. Se 
producen durante la transición de la metafase-anafase de la mitosis 
en la división celular, mediante la rotura cromosómica 
(clastogenicidad) o la pérdida de cromosomas completos (aneuploidía) 
y que son incapaces de moverse a través de los husos mitóticos. 
Durante la telofase, se forma la membrana nuclear alrededor de los 
cromosomas no disyuncionados y de los fragmentos acéntricos, con 
lo cual asumen la morfología de los núcleos en interfase con la 
excepción de que son más pequeños que el núcleo principal dentro de 
la célula (Vian et al., 1993; Champion et al., 1995; Fenech, 2000; 
Kirsch-Volders et al., 2000; Fenech et al., 2003; Norppa et al., 2003). 
 
Esta técnica presenta la ventaja de la facilidad al momento de contar 
los micronúcleos en comparación con el tedioso recuento de las 
aberraciones cromosómicas. Estudios recientes indican, que los 
agentes genotóxicos inducen tanto aberraciones cromosómicas en la 
médula ósea de ratones vivos como micronúcleos en este tejido por lo 
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que sus efectos se pueden evaluar de manera indistinta con los dos 
ensayos. Actualmente es habitual utilizar el recuento de los 
micronúcleos como un indicador de la capacidad de un agente (como 
por ejemplo el arsénico) para inducir mutaciones cromosómicas, 
(Kligerman et al., 1995; Kalweit et al., 1999; Kersten et al., 1999; 
Fenech, 2000; Gil, 2000; Huang et al., 2000; Mourón et al., 2001; 
Silbergeld 2001; Fenech, 2003; Dopp et al., 2004; Guillamet et al., 
2004; Zalacain et al., 2005). 
 
Este ensayo sólo puede usarse eficientemente o cuantitativamente en 
poblaciones de células eucariotas en las cuales se pueda distinguir 
con facilidad cada división celular, por lo cual, no es conveniente en 
poblaciones celulares con cinéticas de división descontroladas o 
desconocidas. Para disminuir esta limitación, se desarrolló el ensayo 
de micronúcleos con la adición de citocalasina – B (cyt-B), en donde 
las células que han completado una división nuclear son bloqueadas 
para evitar el proceso de citoquinesis y como consecuencia, las 
células son fácilmente identificables por su apariencia binucleada. 
 
La cyt-B es una sustancia inhibidora de la polimerización de la 
proteína actina, extraída de Helminthosporium dematioideum, 
requerida para la inhibición de la formación de los microfilamentos 
que constriñen el citoplasma entre los núcleos hijos durante la 
citoquinesis, por lo cual el uso de esta sustancia permite la 
acumulación de todas las células en división en el estado binucleado, 
sin considerar su grado de sincronía y la proporción de las células en 
división (Channarayappa et al., 1990; Pascoe et al., 1990; Lindholm 
et al., 1991; Ellard et al., 1993; Falck et al., 1997; Fenech et al., 
2000; Rosefort et al., 2004). Así, los micronúcleos son contados en las 
células binucleadas, lo cual posibilita la comparación confiable del 
daño cromosómico entre diferentes poblaciones celulares con 
cinéticas de división distintas. Existe una gran variedad de criterios 
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que incrementan la fiabilidad y validez de este ensayo, lo que pone de 
manifiesto el esfuerzo en el desarrollo del potencial de esta técnica 
con múltiples aplicaciones, como se indica en la Tabla 1.3. 
 
Tabla 1.3. Resumen de ventajas y limitaciones de la técnica para la 




Técnica sencilla de realizar. 
Rapidez de análisis. 
Tamaño de muestra grande. 
Análisis estadístico potente. 
Capacidad potencial para la 
automatización 
Limitaciones 
No hay distinción posible entre 
los posibles clastógenos y 
aneunógenos. 
No detecta la pérdida de 
cromosomas por no disyunción. 
 
A continuación se presentan los criterios para seleccionar las células 
binucleadas a incluir en un ensayo de micronúcleos (Channarayappa 
et al., 1990; Szirmai et al., 1993; Lee et al., 1994; Fenech 2000; 
Kirsch-Volders et al., 2000; Fenech et al., 2003; Thomas et al., 2003): 
 
• Los dos núcleos en una célula binucleada deben tener intactas 
las membranas nucleares y estar situados dentro de la 
membrana citoplasmática. 
• Los dos núcleos en la célula binucleada deben ser 
aproximadamente iguales en el tamaño e intensidad de tinción. 
• Los dos núcleos dentro de la célula binucleada pueden estar 
unidos por un puente nucleoplásmico, el cual no debe ser más 
ancho que 1/4 del diámetro nuclear. 
• Los dos núcleos principales en la célula binucleada pueden 
tocarse pero idealmente no solaparse entre ellos. Una célula 
con dos núcleos solapados puede ser contada sólo si las 
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membranas nucleares de cada núcleo son claramente 
distinguibles. 
• La membrana citoplasmática de una célula binucleada debe 
estar intacta y claramente distinguible de las membranas 
citoplasmáticas de las células adyacentes. 
 
Los micronúcleos son morfológicamente idénticos pero más pequeños 
que los núcleos, como se observa en la Figura 1.3, y deben presentar 
las siguientes características (Channarayappa et al., 1990; Szirmai et 
al., 1993; Lee et al., 1994; Fenech 2000;  Kirsch-Volders et al., 2000; 
Fenech et al., 2003; Thomas et al., 2003): 
 
• El MN en linfocitos humanos usualmente varía entre 1/16 y 
1/3 del diámetro medio del núcleo principal. 
• Los MNs son no-refráctiles y pueden ser distinguidos fácilmente 
de los artefactos, como residuos de tinción. 
• Los MNs no deben estar enlazados o conectados a los núcleos 
principales. 
• Los MNs pueden tocar pero no solapar los núcleos principales y 
la membrana del MN debe ser claramente distinguible. 
• Los MNs usualmente tienen la misma intensidad de tinción 
como el núcleo principal pero ocasionalmente pueden ser más 
intensos. 
 
Cada sustancia química puede tener un efecto tóxico potencial en 
cada estadio del ciclo celular. Las células son más sensibles a los 
posibles efectos genotóxicos durante las fases S, G2 y M, razón por la 
cual es importante exponer los cultivos celulares cuando están 
dividiéndose. Puesto que la expresión de los MNs requiere que se lleve 
a cabo una división nuclear completa, el período entre el tratamiento 
y la colección de las células, debe ser suficiente, para que se cubra 




Figura 1.3. Célula binucleada con micronúcleo. 
 
Entre las diferentes técnicas de tinción, el uso de la coloración con 
Giemsa es la más común, sin embargo, los avances recientes en el 
campo de la genética molecular constituyen un complemento 
importante para los investigadores, ya que enriquecen la información 
que aporta el estudio citogenético, con lo cual el desarrollo de nuevos 
métodos que contribuyan a la monitorización de los efectos que 
producen los compuestos químicos de relevancia medioambiental en 
los organismos y poblaciones expuestas, es actualmente una 
prioridad (Johnson et al., 1998; Maierhofer et al., 2002; Le et al., 
2003; Schuler et al., 2003). 
 
1.2.3. Técnica de hibridación in situ fluorescente 
 
La utilización de la técnica de hibridación in situ fluorescente (FISH) 
ha sido muy útil acoplada al ensayo de micronúcleos, dado que ha 
permitido discriminar el origen de los MN. La base metodológica de 
esta técnica requiere la desnaturalización (rotura de los enlaces que 
unen la doble hélice del DNA) tanto del DNA de la muestra como del 
DNA de la sonda a utilizar (complementaria al fragmento de DNA que 
se desea estudiar) (Figura 1.4).  
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DNA celular fijado 








Figura 1.4. Esquema de la técnica de hibridación in situ fluorescente. 
 
 
Las sondas se marcan mediante el método de desplazamiento de 
mella (nick translation, en inglés) utilizando nucleótidos que 
generalmente tienen incorporada una molécula de digoxigenina. Las 
sondas marcadas se hibridan con el DNA que se encuentra fijado en 
el portaobjeto y posteriormente, se trata con una solución que 
contiene la proteína antidigoxigenina unida a un fluorocromo. Esta 
proteína reconoce la digoxigenina uniéndose a ella. La preparación 
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microscópica se analiza en un microscopio de fluorescencia, que 
posee filtros específicos para cada fluorocromo, el más utilizado es el 
isotiocianato de fluoresceína (FITC, siglas en inglés). Actualmente 
existen fluorocromos (como fluoresceína, rodamina y 
hidroxicumarina) que se encuentran incorporados a los nucleótidos, 
con lo que la visualización de la hibridación es directa, cada uno de 
ellos con espectros de excitación y emisión característicos. 
 
La intensidad de la luz fluorescente emitida por un determinado 
fluorocromo va disminuyendo a lo largo del tiempo, lo que se 
denomina pérdida de intensidad (fade, en inglés), en algunos casos es 
tan intenso que da la sensación de que la muestra se quema 
rápidamente (Johnson et al., 1998; Maierhofer et al., 2002; Le et al., 
2003; Schuler et al., 2003). 
 
Existen varias causas que explican este fenómeno, la principal es la 
formación de radicales libre de oxígeno (anión superóxido) que, 
dependiendo de la cantidad de energía que transmiten a las 
moléculas cercanas, cambian la estructura del fluorocromo a una 
forma no fluorescente, y son capaces de romper el débil enlace entre 
el antígeno y el anticuerpo. La pérdida de intensidad es una 
limitación para la observación en microscopios confocales, en donde 
se realizan múltiples barridos sobre la misma muestra. 
 
Para retrasar el pérdida de intensidad, se utilizan algunos 
compuestos que suelen ser mezclas de inhibidores de radicales libres, 
denominados antifade (en inglés), son fórmulas comerciales, como 
por ejemplo Vecta Shield,  sujetas a patentes con lo cual la 
composición exacta no es bien conocida, sin embargo, se conocen 
algunos componentes como el fluoróforo, 4´6-diamidino-2-fenil-indol-
dihidroclorhidrato y el yoduro de propidio (DAPI y PI, siglas en inglés). 
La separación mínima necesaria en FISH para visualizar cada sonda 
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como un punto independiente cuando la hibridación se realiza sobre 
cromosomas en metafase es de 5 – 7 megabases (mb), mientras que si 
se realiza sobre núcleos interfásicos puede discernirse entre sondas 
separadas por 50 – 1000 kilobases (kb). Mediante esta técnica 
pueden detectarse deleciones de pocas kb de DNA, aneuploidías y 
translocaciones. Los tipos de sonda utilizadas rutinariamente han 
sido las sondas convencionales que abarcan: las sondas 
centroméricas, las cuales marcan toda la región correspondiente al 
centrómero; las sondas de pintado cromosómico, constituidas por un 
conjunto de sondas que marcan todo el cromosoma; y las sondas de 
secuencia única, altamente específicas para un locus determinado y 
marcan regiones cromosómicas muy concretas. 
 
Las sondas centroméricas están formadas por una secuencia 
repetitiva de DNA que hibrida con el DNA de la región centromérica 
del cromosoma, permitiendo la detección de alteraciones 
cromosómicas numéricas, observando metafases o núcleos en 
interfase, además de la capacidad de diferenciar entre los agentes con 
potencial clastogénico y aneugénico. El desarrollo ventajoso de las 
técnicas moleculares ha introducido una nueva dimensión en el 
estudio y comprensión del papel de los cambios cromosómicos 
observables, sin embargo, presentan algunas limitaciones (Tabla 1.4) 
(Johnson et al., 1998; Maierhofer et al., 2002; Paz-Miño et al., 2002; 
Le et al., 2003; Schuler et al., 2003).  
 
La combinación del ensayo de micronúcleos con la adición de cyt-B y 
la técnica de hibridación in situ fluorescente (FISH) con una sonda de 
marcaje para la zona peri-centromérica de los cromosomas permite la 
detección simultánea de no disyunción entre los dos núcleos de una 
célula binucleada y la pérdida cromosómica, representada por el MN, 
así como la discriminación entre los micronúcleos que contienen 
cromosomas completos (micronúcleo con centrómero positivo) y 
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aquellos que poseen solo fragmentos de cromosomas acéntricos 
(micronúcleo con centrómero negativo). Todas estas ventajas han 
ampliando en gran manera el potencial de uso de esta técnica en 
diferentes campos de la investigación médica, ecotoxicológica y 
genética, entre otros (Moore et al., 1996; Maierhofer et al., 2002; 
Parry et al., 2002; Paz-Miño et al., 2002; Le et al., 2003; Schuler et 
al., 2003; Rosefort et al., 2004). El uso de células de diversos 
organismos ha impulsado el desarrollo de una cantidad considerable 
de ensayos in vitro con los cuales se ha favorecido en control de las 
variables involucradas. Los linfocitos de sangre periférica y los 
linfoblastoides TK6 son las líneas celulares usadas con más 
frecuencia en los ensayos citogenéticos in vitro. 
 
 
Tabla 1.4. Ventajas y limitaciones de la técnica de citogenética 
convencional y de hibridación in situ (Paz-Miño et al., 2002). 
 
Técnica Ventajas Limitaciones 
Citogenética 
convencional 
Aporta  información de 
todos los cromosomas. 
Bajo coste económico. 
Requiere células en división 
Interpretación difícil en caso 





Aplicable tanto sobre 
metafases como sobre 
núcleos en interfase. 
Permite el análisis de un 
mayor número de células 
Mayor sensibilidad. 
Aporta información concreta 
dependiendo del tipo de 
sonda utilizada. 






1.2.4. Líneas celulares utilizadas en la detección de mutaciones 
cromosómicas 
 
Los tipos celulares más utilizados en los ensayos para la detección de 
las mutaciones cromosómicas son aquellos que presentan cariotipos 
estables, tasas de mutación estables, tienen una dotación 
cromosómica diploide normal y provienen directamente de los tejidos 
de algún organismo; estas son consideradas como cultivos celulares 
primarios. Además, cuando a partir de cultivos primarios, se han 
modificado algunas condiciones de cultivo que permitan el 
mantenimiento durante algunas semanas o en forma indefinida, los 
cultivos resultantes son agrupados como cultivos celulares 
secundarios. Entre los tipos celulares empleados en los ensayos para 
la detección de mutaciones, los linfocitos humanos de sangre 
periférica y linfoblastos de la línea TK6 están entre los más usados 
(Channarayappa et al., 1990; Borrás et al., 2004; Drobna et al., 2004; 
Akerman et al., 2005; Honma 2005). 
 
1.2.4.1. Linfocitos humanos de sangre periférica 
 
Los linfocitos forman parte de la línea linfoide del sistema inmune y 
juegan un papel importante en la defensa del organismo frente a 
agentes externos, se encuentran en circulación permanente y poseen 
una amplia distribución en el organismo, con lo cual se han 
considerado excelentes indicadores de los procesos que ocurren 
dentro de cada organismo. Se cultivan fácilmente en condiciones in 
vivo e in vitro. En estudios de genotoxicidad los linfocitos presentan 
algunas ventajas, reflejan más confiablemente la situación in vivo, 
como consecuencia de la presencia de los componentes de la sangre, 
los cuales juegan un papel importante en la activación metabólica de 
los promutágenos o en la degradación del posible agente genotóxico 
(Köteles et al., 1993; Radack et al., 1995; Borrás et al., 2004). 
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1.2.4.2. Línea celular TK6 
 
La línea celular linfoblastoide TK6, aunque inicialmente fue utilizada 
para el ensayo de mutación génica en el locus timidina quinasa,  
luego, se ha utilizado para la detección de mutaciones cromosómicas. 
Esta línea fue desarrollada a partir de una línea celular parenteral, la 
línea WI – L2 transformada por el virus Epstein – Barr, la cual fue 
originalmente derivada a partir del hígado de un niño de 5 años con 
esferocitosis hereditaria. Primero fue aislado el agente HH4, el cual 
tuvo una elevada eficiencia para la formación de colonias sin la 
presencia de una capa alimentadora (o sustrato), y se mutagenizó con 
el clon ICR191 produciendo una línea celular heterocigota 
denominada TK6. Las células TK6 son casi diploides y el cariotipo 
representativo es 47, XY, 13+, t(14;20), t(3, 21), el gen TK está 
localizado en la región subtelomérica del cromosoma 17q. 
 
Esta línea celular presenta una frecuencia de mutación espontánea 
de 3,3 x 10-6, por lo cual se convierte en una población celular 
conveniente para los estudios de genotóxicos debido a su estabilidad 
genética, facilidad en el cultivo, especialmente en suspensión y 
presenta una frecuencia espontánea de MN estimada cerca de 1,1%, 
muy parecida a la de los linfocitos humanos (Menzel et al., 1999; 




El desarrollo de técnicas rápidas, fiables y sencillas es muy 
importante para estudiar los posibles efectos mutagénicos y detectar 
la capacidad aneugénica y clastogénica, producidos por la exposición 
a agentes ambientales físicos y/o químicos; ambos procesos están 
causalmente relacionados con abortos espontáneos, retardo mental, 
desarrollo del cáncer y otras anomalías de la salud humana. 
 
El arsénico es un agente químico relacionado con los incrementos en 
la incidencia de diversos tipos de cáncer; sin embargo, no se conocen 
muy bien los mecanismos involucrados en su génesis, por lo cual los 
objetivos de esta investigación son: 
 
1. Determinar la potencialidad genotóxica de diversos compuestos 
de arsénico (incluyendo inorgánicos y sus formas metiladas) 
con el ensayo de micronúcleos utilizando cultivos de células 
humanas. 
 
2. Estudiar la posible acción aneugénica y clastogénica de los 
compuestos analizados, determinando el origen de los 








Se utilizaron los siguientes compuestos arsenicales: Arsenito de sodio  
(iAS) (Sigma, Referencia PS429), Acido dimetilarsénico (DMA) (Sigma, 
Referencia C-0125), ácido monometilarsénico (MMA) (Sigma, 
Referencia 3141-12-6); Mitomicina C (MMC) (Sigma, Referencia M-
0503) y Griseofulvina (GF) (Sigma, Referencia 126-07-8). 
 
Para el ensayo de micronúcleos en células TK6 y linfocitos de sangre 
periférica: Citocalasina B (proveniente de H. dematioideum, 98 %, 
Sigma, Referencia C6762), Medio líquido RPMI 1640 (con 25 MM 
HEPES buffer con L-glutamina, Lab Clinics, Referencia E-15-842), 
Suero fetal bovino (FBS, probado para micoplasma y virus, Lab 
Clinics, Referencia A15-043), L-glutamina (200 mM-100x, Lab 
Clinics, Referencia M11-004), Fitohemaglutinina (liofilizada, Gibco, 
Referencia 10576-056) para linfocitos de sangre periférica;  y los 
antibióticos Penicilina/Estreptomicina (solución 500 unidades-5000 
μg/mL, Lab Clinics, Referencia P11-010) y Anfotericina B (250 
UG/mL, Lab Clinics, Referencia P11-001). 
 
Para la tinción de las células se utilizó Trypan blue (solución 0,4 %, 
Sigma, Referencia T8154) y el colorante Giemsa (azul-eosina / azul de 
metileno en solución para microscopia, Merck, Referencia 
1.09204.0500) diluido en solución fosfatada con Sodio fosfato 
dibásico 12-hidrato (PA, Panreac, Referencia 131678) y Potasio 
fosfato monobásico (Panreac, Referencia 122018). 
 
Para la técnica de hibridación in situ fluorescente: Sonda 
pericentromérica (α satélite), Esperma de arenque (liofilizado, 
Boehringer), los anticuerpos Monoclonal anti-digoxigenina clone DI-22 
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(Sigma, Referencia D-8156), Anti-mouse IgG FITC (Sigma, Referencia F 
2883), Anti-sheep IgG FITC (Sigma, Referencia F-7634) y el Reactivo 
de blocaje (Roche, Referencia 1096176). 
 
3.2. ENSAYO DE MICRONÚCLEOS EN LA LÍNEA CELULAR TK6 
 
El cultivo de las células linfoblastoides TK6, se lavó dos días antes de 
comenzar la prueba de micronúcleos, centrifugando el cultivo 
durante 10 minutos a 1200 rpm y resuspendiendo las células en 
medio RPMI suplementado (Tabla 3.1); luego se determinó la 
densidad celular con una cámara de Newbauer usando Trypan blue 
como colorante; este cultivo fue mantenido durante dos días, con 
recambio de medio a las 24 horas, a 37 ºC en una cámara con 5% de 
CO2. 
 
Este cultivo fue utilizado para el ensayo de micronúcleos en células 
TK6 de la siguiente manera: En frascos de cultivo estériles se 
colocaron alícuotas de cultivo celular correspondiente a una 
concentración celular final de 0,5 x106 cel/mL añadiendo medio de 
cultivo nuevo hasta alcanzar un volumen total de 3 mL. 
 
Tabla 3.1. Composición del medio de cultivo para la línea TK6. 
 
Componente Cantidad (mL/100 ml 
volumen final) 
Medio RPMI 1640 con HEPES 88,5 
Suero fetal de bovino (FCS) 10 
L-glutamina (200 nM) 1,0 
Penicilina/Estreptomicina (500 U/mL) 0,5 
Anfotericina B (250 U/mL) 1,0 
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Al inicio del cultivo se adicionaron 30 µL de arsenito sódico (iAs), 
monometilarsénico (MMA), o dimetilarsénico (DMA) (Tabla 3.2) y 
citocalasina C, respectivamente, a cada frasco de cultivo. Los frascos 
se agitaron cuidadosamente y se colocaron en un incubador con 
atmósfera de 5 % de CO2 a 37 ºC durante un tiempo de 48 horas.  
 
Tabla 3.2. Concentraciones de iAs, MMA, DMA (µM) utilizadas en el 








0,01 0,01 10 
0,05 0,05 50 
0,1 0,1 100 
0,5 0,5 500 
1 1 1000 
5 2,5 5000 
10 5 10000 
 
 
Posteriormente, se realizó la fijación de las células, preparación de los 
portaobjetos, tinción con Giemsa (10% en tampón fosfato, pH 6,8) y 
codificación para la posterior evaluación en el microscopio óptico, con 




Como control positivo para clastogenicidad se utilizó una 
concentración de la mitomicina C de 0,3 µM y como control para 
aneugenicidad se utilizó una concentración de 40 µM de 
griseofulvina.  
 
Se contaron hasta 500 células para determinar la distribución de 
células según el número de núcleos y hasta 1000 células binucleadas 
según el número de micronúcleos, con un microscopio óptico (Leitz 
Aristoplan), utilizando un ocular de 10x y un objetivo de 100x; 
tomando nota de la localización en cada portaobjetos al inicio y al 
final de cada recuento. Los valores fueron registrados en una plantilla 
y se usaron para calcular el porcentaje de células binucleadas y el 
índice de proliferación celular (CBPI), una vez descodificadas las 
preparaciones.  
 
El CBPI fue calculado mediante la siguiente fórmula: 
CBPI = M1 + 2M2 + 3(M3 + M4) / N 
En donde: 
M1: número de células mononucleadas. 
M2: número de células binucleadas. 
M3: número de células trinucleadas. 
M4: número de células tetranucleadas. 
N: número total de células contadas. 
 
3.3. ENSAYO DE MICRONÚCLEOS CON LINFOCITOS HUMANOS 
 
El protocolo básico para el recuento de MN en sangre periférica fue 
seguido de acuerdo con Ramírez et al., (1997). Se colocó 0,5 mL de 
sangre en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado (Tabla 3.1) y 
con fitohemaglutinina (1%), para la estimulación del crecimiento de 
los linfocitos y se incubó en estufa a 37ºC con 5% CO2. Al cumplirse 
las primeras 24 horas se añadió el tratamiento (50 µL) y después de 
44 horas, el cultivo celular se sometió a la acción de la citocalasina-B 
(concentración final 6 µg/mL). Al término de 72 horas se finalizaron 
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los cultivos mediante un centrifugado inicial a 800 rpm durante 8 
minutos y, luego de descartar el sobrenadante y resuspender el botón 
celular, se sometieron las células a un choque hipotónico con cloruro 
de potasio (KCl, 0,075 M) a 4ºC, agitando en un vórtex, favoreciendo 
la turgencia de los citoplasmas mediante un proceso osmótico donde 
la concentración de iones del medio es menor que en el interior de la 
célula y eliminando el resto de componentes celulares. Se realizó otro 
centrifugado en las condiciones iniciales y luego se descartó el 
sobrenadante y se resuspendió el nuevo botón celular.  
 
Luego, se fijaron las células con tres lavados sucesivos con una 
solución fresca de metanol: ácido acético glacial (3:1) y se tiñeron las 
preparaciones con Giemsa (10% Giemsa en solución tampón de 
fosfato (pH 6,8) durante 10 min. Las preparaciones se sellaron con 
cubreobjetos y Entellan. Posteriormente se visualizaron al 
microscopio óptico (1000x). El conteo fue realizado de acuerdo con el 
protocolo para las células TK6. 
 
3.4. TÉCNICA DE HIBRIDACIÓN IN SITU FLUORESCENTE 
 
La técnica de hibridación in situ fluorescente (FISH) con sonda 
pancentromérica se llevó de acuerdo con Ramírez et al., (1999). El 
material fijado fue goteado sobre portaobjetos, secados a temperatura 
ambiente overnight y almacenados a -20ºC hasta el desarrollo de la 
técnica. Los portaobjetos se deshidrataron en lavados sucesivos de 
etanol al 70, 90 y 100 % durante 3 minutos cada lavado. Luego, los 
portaobjetos fueron desnaturalizados en formamida (70% en solución 
salina de citrato de sodio, SSC, 20x), durante 5 minutos a una 
temperatura de 70 ºC en un baño de María. Luego, se lavaron los 
portaobjetos en etanol frío al 70% durante 5 minutos y se 
deshidrataron con lavados secuenciales con etanol 90 y 100 % y se 
dejaron secar al aire. Posteriormente, se adicionó la mezcla de 
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hibridación (sonda de DNA y DNA de esperma de arenque en SSC 
20x). La sonda de DNA utilizada para distinguir los micronúcleos 
conteniendo cromosomas completos o solo fragmentos acéntricos fue 
una sonda oligomérica sintética pancentromérica (SO-αAll Cen) con 
la secuencia 5´GTTTTGAAAC10ACTCTTTTTG20TAGAATCTGC-3´ 
(MWG-Biotech), marcado con digoxigenina, la cual hibrida con la 
región centromérica de todos los cromosomas humanos. 
 
Los portaobjetos con la mezcla de hibridación se cubrieron con 
cubreobjetos y se sellaron con pegamento, se colocaron en una 
cámara húmeda y se llevaron a una estufa a 37ºC overnight. Luego de 
la hibridación overnight se realizaron lavados en SSC 6x, tres lavados 
a temperatura ambiente por 10 minutos cada uno y luego una vez a 
40 – 42 ºC durante 5 minutos. Posteriormente, los portaobjetos se 
lavaron en SSC4x-Tween 20 (0,1%) a temperatura ambiente por 5 
minutos y se incubaron con reactivo de blocaje (1%) en cámara 
húmeda durante 15 minutos a 37 ºC. 
 
Luego de un lavado en SSC 4x-Tween 20 a temperatura ambiente 
durante 5 minutos con agitación, la sonda marcada con digoxigenina 
se inmunodetectó usando un anticuerpo antidigoxigenina monoclonal 
de ratón, seguido de un anti-ratón conjugado con FITC de oveja y un 
anticuerpo secundario anti-oveja conjugado con FITC de burro.  
Luego de cada incubación, se realizaron tres series de lavados en SSC 
4x-Tween 20 durante 5 minutos. Finalmente los portaobjetos se 
lavaron con PBS y el material nuclear se contratiñó con solución 
antifade Vectashiel (Vector Lab) conteniendo 4´,6´-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) más yoduro de propidio (PI). 
 
Todos los portaobjetos se almacenaron a 4ºC hasta el análisis 
microscópico, el cual se realizó con un microscopio Olympus BX-50 
equipado con una lámpara de mercurio de 100 W y con un objetivo 
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de 1000x con apertura de iris. Se contaron 100 células con 
micronúcleos, en cada portaobjeto replicado, para los cultivos control 
y tratamientos. Los micronúcleos se clasificaron como centrómero 
positivo (MNC+) o negativo (MNC-), considerando la relación de 
señales centroméricas observadas. 
 
3.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Los resultados obtenidos en la detección de micronúcleos se 
analizaron con pruebas de análisis estadístico, Chi cuadrado (X2) 
(p<0,001) para detectar diferencias entre las distribuciones de las 
células (de acuerdo con el número de núcleos) expuestas y control, y 
la prueba de Fisher para evaluar las diferencias entre el número de 
micronúcleos producidos en las células tratadas con arsénico, 
mitomicina C como agente clastógeno y la griseofulvina como agente 
aneunógeno, y el control. Ambas pruebas están incluidas en el 





4.1. CÉLULAS TK6 EXPUESTAS AL ARSENITO DE SODIO 
 
La Tabla 4.1 presenta la distribución de las células TK6 expuestas a 
diferentes concentraciones de arsenito de sodio (iAs), 0,01, 0,05, 0,1, 
0,5, 1, 5 y 10 µM, expresada en porcentajes, así como el control 
negativo (agua destilada estéril) y control positivo mitomicina C 
(MMC, 0,3 µM). Los porcentajes de células mono-, bi-, tri- y 
tetranucleada, se expresan como porcentaje de células binucleadas o 
como el índice de proliferación celular con bloqueo de citocinesis 
(CBPI). Los resultados indicaron una tendencia similar entre las 
distribuciones de las células expuestas a diferentes concentraciones 
de iAs y el control positivo (MMC) al ser comparados con el control 
negativo (H2O). El porcentaje de células binucleadas (% BN) 
observado para el control negativo fue de 51,8, este valor ha sido 
utilizado como Referencia para establecer las comparaciones entre el 
control positivo y las diferentes concentraciones de iAs utilizadas en 
esta investigación, el porcentaje de células mono-, tri- y 
tetranucleadas fue de 11,2, 7,4 y 29,8 %, respectivamente. 
 
La concentración más elevada (10 µM) se consideró como tóxica 
debido a que no se observaron células completas en las 
preparaciones. Las células TK6 expuestas a la concentración 5 µM 
presentaron un  porcentaje de mononucleadas de 71,2 % y no se 
observó la presencia de células tri- y tetranucleadas, lo que indica la 
detención en el ciclo celular por parte del iAs. Un comportamiento 
similar se observó con las células expuestas a la MMC (control 
positivo) con un 35,8 % de células mononucleadas y un valor muy 
bajo de tri- y tetranucleadas, 1,4 y 0,6 %, respectivamente. Los 
resultados obtenidos con las concentraciones de 0,01 a 1 µM 
presentaron valores cercanos al observado en el control negativo con 
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respecto al porcentaje de células mono-, tri- y tetranucleadas, lo cual 
indica que el iAs a estas concentraciones no induce la detención del 
ciclo celular.  Respecto a la significación de los efectos inducidos por 
el iAs, la distribución de las células de acuerdo con el número de 
núcleos mostró diferencias significativas con la prueba de Chi 
cuadrado (X2) para todas las concentraciones ensayadas de iAs en 
comparación con el control negativo. 
 
También se observó la disminución del valor de CBPI con respecto al 
aumento de las concentraciones de iAs, lo cual puede indicarse como 
evidencia de la detención del ciclo de división en las células TK6 
expuestas. La distribución porcentual de las células binucleadas de 
las TK6 de acuerdo con el número de micronúcleos (MN), expuestas a 
diferentes concentraciones de arsenito de sodio, teniendo como 
control positivo de micronúcleos, los inducidos por la MMC, se 
presenta en la Tabla 4.2. Puede observarse el incremento significativo 
(p ≤ 0,001) de MN con el control de MMC, con un 7,7 %, en 
comparación con el control negativo (agua destilada estéril) con 1,7 % 
de MN en las células binucleadas. Todas las concentraciones de iAs 
ensayadas presentan porcentajes inferiores al valor alcanzado por la 
MMC. La concentración de 0,01 µM de iAs obtuvo el valor más bajo, 
de 0,1 % y la concentración de 5 µM presentó un 2,6 % de MN, y no 
hubo diferencias significativas con respecto al control negativo. Con 
la concentración más alta de iAs ensayada, 10 µM, no se observaron 
células binucleadas completas, por lo que no aparece registrada en la 
tabla. La exposición de las células TK6 al iAs en las condiciones 
ensayadas en esta investigación no indujeron la producción de 
micronúcleos en un número significativamente mayor que el valor 
observado para el control negativo, esto parece indicar que las éstas 
células son capaces de resistir el efecto producido por el arsenito de 
sodio. 




N1 N2 N3 N4 % BN CBPI P 
C+ 0 11,2 51,8 7,4 29,6 51,8 2,258  


























































C+: Control negativo, agua. 
C-: Control positivo, MMC. 
N1: Células mononucleadas. 
N2: Células binucleadas. 
N3: Células trinucleadas. 
N4: Células tetranucleadas. 
%BN: Porcentaje de células binucleadas. 
CBPI: Índice de proliferación celular con bloqueo de citocinesis. 
P: Significación estadística. 
*: p ≤ 0,05. 









MN0 MN1 MN2 MN3 MN>3 MNt BNMN P 
C-H2O 0 98,3 1,7 0 0 0 1,7 1,7  
























































C-: Control negativo, agua. 
C+: Control positivo, MMC. 
MN0: Células binucleadas sin micronúcleos (MN). 
MN1: Células binucleadas con 1 MN. 
MN2: Células binucleadas con 2 MN. 
MN3: Células binucleadas con 3 MN. 
MN>3: Células binucleadas con más de 3 MN. 
MNt: Número de MN totales. 
BNMN: Número de células binucleadas con MN. 
P: Significación estadística. 
NS: no significativo. 
***: p ≤ 0,001. 
 
 
 4.2. CÉLULAS TK6 EXPUESTAS AL MONOMETILARSÉNICO 
 
En la Tabla 4.3, se presenta la distribución de células TK6 de 
acuerdo con el número de núcleos, expuestas a las concentraciones 
de 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 2,5 y 5 µM de monometilarsénico (MMA), 
así como los valores correspondientes al control negativo y positivo 
(MMC, 0,3 µM). Las células TK6 correspondientes al control negativo 
alcanzaron una distribución de 14,8 % de mononucleadas, 57,4 % de 
binucleadas, y un 7,8 y 20 % de células tri- y tetranucleadas, 
respectivamente. La distribución para las células TK6 pertenecientes 
al control positivo presentaron una distribución de 44,8 % de 
mononucleadas, 53,6 % de binucleadas, 1,6 y 0 % de tri- y 
tetranucleadas, lo que indica la detención significativa del ciclo de 
división celular de este cultivo. Las concentraciones de 0,01, 0,05 y 
0,1 µM presentaron una distribución celular similar a la presentada 
por el control negativo. 
 
Sin embargo, existen diferencias significativas (p<0,001) al observar 
el CBPI el cual incrementa con el aumento de la concentración del 
MMA, indicando que estas concentraciones no produjeron la 
detención del ciclo celular. Las concentraciones 0,5 a 5 µM de MMA 
resultaron tóxicas para las células TK6, lo cual fue evidenciado por la 
ausencia de células con citoplasmas completos en las preparaciones.  
 
Puede observarse en la Tabla 4.4 que las concentraciones de 0,01, 
0,05  y 0,1 µM de MMA son capaces de producir mayor cantidad de 
micronúcleos en las células binucleadas, de 1,9, 2,8 y 1,2 %, 
respectivamente con diferencias significativas para las 
concentraciones de 0,01 y 0,05 µM, sólo la concentración de 0,1 µM 
no presentó diferencias significativas en relación con los MN 
registrados en el control negativo (0,8 % de MN en las células 
binucleadas). 
Tabla 4.3. Distribución porcentual de células según el número de núcleos, expuesta al MMA. 
 
Tratamiento Concentración (µM) N1 N2 N3 N4 % BN CBPI P
 
C- 0 14,8 57,4 7,8 20 57,4 2,13  
C+ 0,3 44,8 53,6 1,6 0 53,6 1,568 *** 

























































C-: Control negativo, agua. 
C+: Control positivo, MMC. 
N1: Células mononucleadas. 
N2: Células binucleadas. 
N3: Células trinucleadas. 
N4: Células tetranucleadas. 
%BN: Porcentaje de células binucleadas. 
CBPI: Índice de proliferación celular con bloqueo de citocinesis. 
P: Significación estadística. 
*: p ≤ 0,05. 











MN0 MN1 MN2 MN3 MN>3 MNt BNMN P 
C- 0 99,2 0,7 0,1 0 0 0,9 0,8  





























C-: Control negativo, agua. 
C+: Control positivo, MMC. 
MN0: Células binucleadas sin micronúcleos (MN). 
MN1: Células binucleadas con 1 MN. 
MN2: Células binucleadas con 2 MN. 
MN3: Células binucleadas con 3 MN. 
MN>3: Células binucleadas con más de 3 MN. 
MNt: Número de MN totales. 
BNMN: Número de células binucleadas con MN. 
NS: no significativo. 
P: Significación estadística. 
*: p ≤ 0,05 




 4.3. CÉLULAS TK6 EXPUESTAS AL DIMETILARSÉNICO 
 
En la Tabla 4.5, se presenta la distribución de las células TK6 de 
acuerdo con el número de núcleos presentes, expuestas al 
dimetilarsénico (DMA) en concentraciones de 10, 50, 100, 500, 1000, 
5000 y 10000 µM, el control negativo y el control positivo (MMC, 0,3 
µM), expresados en porcentajes. 
 
Las células correspondientes al control negativo presentaron un 10,6 
% de  mononucleadas, 39 % de binucleadas, 14 % de trinucleadas y 
36,4 de tetranucleadas. Para el control positivo se obtuvo un 16,6 % 
de células mononucleadas, 71,4 % de binucleadas, 3,8 % de 
trinucleadas y 36,4 % de tetranucleadas, encontrándose diferencias 
significativas respecto a los resultados obtenidos para los controles, 
en las condiciones de este ensayo. 
 
Las concentraciones de 10, 50, 100, 500 y 1000 µM de DMA 
indujeron una distribución de células similar al observado en el 
control negativo. Los valores correspondientes al CBPI para cada 
concentración ensayada también son semejantes al índice de 
proliferación de células del control negativo y no presentaron 
diferencias significativas como resultado de la prueba X2. 
 
Las concentraciones de 5000 y 10000 µM resultaron tóxicas para las 
células TK6, puesto que no se logró observar células contables en las 
preparaciones. Los resultados del DMA sobre la producción de 
micronúcleos en las células TK6 binucleadas puede observarse en la 
Tabla 4.6. El control negativo presenta un valor de 1,8 %, a partir del 
cual se realizaron las comparaciones con el resto de tratamientos 
realizados con la MMC como control positivo y las diferentes 
concentraciones de dimetilarsénico (DMA).  
 




N1 N2 N3 N4 %BN CBPI P 
C- 0 10,6 39 14 36,4 39 2,398  


























































C-: Control negativo, agua. 
C+: Control positivo, MMC. 
N1: Células mononucleadas. 
N2: Células binucleadas. 
N3: Células trinucleadas. 
N4: Células tetranucleadas. 
%BN: Porcentaje de células binucleadas. 
CBPI: Índice de proliferación celular con bloqueo de citocinesis. 
P: Significación estadística. 
NS: No significativo. 










MN0 MN1 MN2 MN3 MN>3 MNt BNMN P 
C- 0 98,2 1,6 0,2 0 0 2,0 1,8  















































C-: Control negativo, agua. 
C+: Control positivo, MMC. 
MN0: Células binucleadas sin micronúcleos (MN). 
MN1: Células binucleadas con 1 MN. 
MN2: Células binucleadas con 2 MN. 
MN3: Células binucleadas con 3 MN. 
MN>3: Células binucleadas con más de 3 MN. 
MNt: Número de MN totales. 
BNMN: Número de células binucleadas con MN. 
NS: no significativo. 
P: Significación estadística. 




 Puede observarse que el control positivo alcanzó un valor de 5,5 % de 
MN en las células binucleadas, al cual es significativamente mayor 
que el valor obtenido por el control negativo (p ≤ 0,001). Al comparar 
los resultados obtenidos con las diferentes concentraciones de DMA 
aplicadas y el control negativo se observa que no hubo una 
producción de MN significativamente superior, con lo cual se puede 
indicar que bajo las condiciones de esta investigación, las células TK6 
resisten el posible efecto genotóxico del DMA. 
 
 
4.4. LINFOCITOS DE SANGRE HUMANA EXPUESTAS AL 
ARSENITO DE SODIO 
 
Debido a la poca producción de micronúcleos inducidos por las 
concentraciones aplicadas en esta investigación de arsenito de sodio, 
monometilarsénico y dimetilarsénico en las células TK6, se 
emplearon linfocitos de sangre humana para la detección de MN 
inducidos por el arsenito de sodio, utilizando la concentración de 4 
µM, reportada en la literatura como suficiente para alcanzar un 
número significativo de MN y los controles positivo y negativo (Tabla 
4.7). 
 
Puede observarse que la cantidad de células TK6 binucleadas 
presenta una distribución porcentual significativamente mayor (60,6) 
en comparación con el control negativo (31%), sin embargo, con 
relación con el control positivo (70,4 %) es menor. Con la exposición 
de linfocitos a la misma concentración de arsenito de sodio (4 µM) se 
obtuvo un valor de BN de 13 %, el cual resultó significativamente 
menor (13 %) que el valor observado con el control negativo (34,5 %) y 
en comparación con el control positivo (5%) resultó mayor. 
 





(µM) N1 N2 N3 N4 
% 
BN CBPI P 
TK6 C- 0 6,2 31 17 45,8 31 2,566  
 C+ 0,3 17,6 70,4 5,4 6,6 70,4 1,944 *** 
 iAs 4 37,6 60,6 1,2 0,6 60,6 1,642 *** 
Linfocitos C- 0 10,6 34,5 1,2 2,8 34,5 1,426  
 C+ 0,3 95,6 5 0,4 0 5 1,02 *** 
 iAs 4 61,4 13 0 0 13 1,13 *** 
 
C-: Control negativo, agua. 
C+: Control positivo, MMC. 
N1: Células mononucleadas. 
N2: Células binucleadas. 
N3: Células trinucleadas. 
N4: Células tetranucleadas. 
%BN: Porcentaje de células binucleadas. 
CBPI: Índice de proliferación celular con bloqueo de citocinesis. 
P: Significación estadística. 
NS: No significativo. 




 Mientras que no se observan células tri- y tetranucleadas en ambos 
casos. Se observa asimismo, que el índice de proliferación disminuye 
en ambos casos en forma significativa. Sin embargo, al comparar el 
porcentaje de células TK6 BNMN con el control negativo (3,7 %) y con 
el control positivo (9% )se observa un valor inferior de 2 %, el cual 
resultó no significativo y pone de manifiesto el poco efecto que ejerce 
el arsenito de sodio en las TK6 para la inducción de los MN. Al 
comparar el valor obtenido en los linfocitos se observa un 7,8 %, 
significativamente superior a los arrojados en el control negativo (0,3 
%) y en el control positivo (6,7 %). Este comportamiento indica que 
los linfocitos son susceptibles a la capacidad que tiene el arsenito de 
sodio para la producción de MN, como puede observarse en la Tabla 
4.8. 
 
4.5. MECANISMO GENOTÓXICO DEL ARSENITO DE SODIO 
 
Para la determinación del mecanismo genotóxico del arsenito de sodio 
se empleó el ensayo de micronúcleos en linfocitos de sangre humana 
y en células TK6 expuestas a una concentración de 4 µM, mitomicina 
C (0,3 µM) y griseofulvina (40 µM) y luego se aplicó la técnica de 
hibridación in situ fluorescente (FISH) para la discriminación entre los 
MN producidos por mecanismos clastogénicos y aquellos inducidos 
por mecanismos aneugénicos. 
 
La mitomicina C (MMC) fue empleada como control capaz de producir 
roturas de cromosomas (agente clastogénico) y la griseofulvina (GF) 
como control inductor de pérdidas de cromosomas completos (agente 
aneugénico) durante el ciclo de división celular. La presencia de 
señales fluorescentes en los MN se consideró como indicadora de la 
presencia de cromosoma completo (MNC+), mientras que la ausencia 
de señal fue tomada como indicio de que el MN estaba conformado 
solo por fragmentos de cromosomas (MNC-). 






MN0 MN1 MN2 MN3 MN>3 MNt BNMN P 
TK6 C- 0 96,3 3,5 0,2 0 0 3,9 3,7  
 C+ 0,3 91 8 0,8 0,2 0 10,2 9 NS 
 iAs 4 98 2 0 0 0 2,0 2 NS 
Linfocitos C- 0 99,7 3 0 0 0 0,3 0,3  
 C+ 0,3 95,1 4,7 2 0 0 9,8 6,7 *** 
 iAs 4 92,2 6,7 1,1 0 0 8,9 7,8 *** 
C-: Control negativo, agua. 
C+: Control positivo, MMC. 
MN0: Células binucleadas sin micronúcleos (MN). 
MN1: Células binucleadas con 1 MN. 
MN2: Células binucleadas con 2 MN. 
MN3: Células binucleadas con 3 MN. 
MN>3: Células binucleadas con más de 3 MN. 
MNt: Número de MN totales. 
BNMN: Número de células binucleadas con MN. 
NS: no significativo. 
P: Significación estadística. 




Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.9. Se observa 
que cuando las células TK6 han sido expuestas a la MMC se observó 
una tendencia de clastogenicidad, debido a que alcanzó un 60 % de 
MNC- y 40 % de MNC+. Con respecto a la GF, el porcentaje de MN 
con señal positiva fue 92,5 % y para las MN con señal negativa fue 
7,5 %, indicando una clara tendencia a la capacidad de inducir la 
pérdida completa de los cromosomas (papel aneugénico) y el iAs 
produjo un tendencia clara hacia la clastogenicidad. Mientras que los 
linfocitos expuestos a la MMC y a la GF produjeron un 32 y 97 % de 
aneugenicidad y con respecto a la clastogenicidad se observó un 68 y 
3 %, respectivamente, en relación al arsenito de sodio mostraron un 
53,7 % de MN con señal negativa y un 46,3 % de MN con señal 
positiva, lo cual indica una tendencia casi igual a la clastogenicidad 
que a la inducción de aneuploidía, en la literatura se encuentran 
tantos datos que clasifican al iAs como agente capaz de inducir la 
pérdida de cromosomas completos como de producir clastogenicidad. 
 
Tabla 4.9. Distribución porcentual de micronúcleos presentes en 
linfocitos humanos expuestos a iAs y células TK6 expuestas a MMC y 




Tratamiento  MNC + MNC - 
TK6 iAs  26 74 
 MMC 40 60 
 GF  92,5 7,5 
Linfocitos iAs  53,7 46,3 
 MMC 32 68 
 GF  97 3 
 
MNC+: Micronúcleos que presentan centrómero con señal positiva. 





El arsénico es un elemento identificado como carcinógeno para los 
seres humanos (Grupo 1; IARC, 2004) sobre la base de la evidencia 
existente del incremento de riesgo al cáncer en la piel entre pacientes 
expuestos al arsénico inorgánico por medio de tratamiento médico, y 
por el cáncer de pulmón, entre trabajadores de minerías y fundición 
de metales que inhalaron arsénico inorgánico. Este agente es capaz 
de inducir daños indirectos al DNA mediante la inhibición de 
mecanismos de reparación del DNA, aunque no se conoce con 
exactitud los procesos involucrados; asimismo  los resultados de 
ensayos citogenéticos y moleculares realizados en condiciones in vivo 
e in vitro pueden reflejar el comportamiento del arsénico como un 
agente potencialmente genotóxico. 
 
La exposición de células TK6 a la concentración más elevada de iAs 
(10 µM) condujo a la muerte celular, con lo cual fue imposible 
encontrar células en condiciones aceptables de acuerdo con los 
criterios estandarizados (Fenech, 2000). 
 
La misma situación se presentó para el tratamiento con MMA (0,5, 1, 
2,5, 5 µM) y DMA (5000 y 10000 µM), indicando la distinta 
susceptibilidad del cultivo a las diferentes especies de arsénico en 
función de cada concentración aplicada. En relación al efecto ejercido 
por el IAs se observa la disminución significativa (p ≤ 0,001) del ritmo 
de división celular en relación con el aumento de la concentración 
aplicada al cultivo; así,  la concentración con el CBPI más baja 
(1,288) fue 5 µM que es a la concentración donde la disminución del 
CBPI es más drástica. 
 
El MMA tiene un comportamiento extraño ya que todas las 
concentraciones ensayadas indujeron incrementos significativos del 
CPBI; sin embargo, al pasar de 0,1 a 0,5 µM se produce una toxicidad 
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completa. Un comportamiento similar se observa con el DMA, que 
aunque no indujo variaciones significativas en el índice de 
proliferación celular en el rango del 10 – 1000 µM, la concentración 
de 500 µM  se observa una toxicidad completa con ausencia de 
división celular. 
 
Se conoce que la proliferación celular incide sobre la formación de 
MN, por tanto la disminución en la frecuencia de MN podría ser una 
consecuencia de la detención del ciclo celular, como lo han reportado 
algunos autores (Seoane et al., 1999, Ramírez et al., 2003), 
relacionando al iAs con un efecto citostático, mediante el cual el 
arsenito es capaz de alterar negativamente la división celular, a 
través de la metilación del DNA, conduciendo a la reducción de 
células viables en los tratamientos (Basu et al., 2001, Liu et al., 
2005). Hornhardt (2006) encontró resultados similares a los 
presentados en esta investigación, donde el arsenito sódico (10 µM) es 
capaz de inducir la muerte de células TK6, debido a la elevada 
toxicidad que representa esta sustancia, conduciendo la inhibición de 
la  capacidad proliferativa. 
 
La exposición de las células TK6 al MMA resultó tener consecuencias 
más citotóxicas y genotóxicas que frente al iAs y al DMA, puesto que 
la concentración más alta en la cual pudieron realizarse los recuentos 
fue 0,1 µM. El MMA se ha citado como una sustancia muy tóxica 
desde el punto de vista citotóxico y genotóxico y un potente inhibidor 
de las enzimas involucradas en el mantenimiento del potencial redox 
(Sakurai et al., 2004; Tapio et al., 2005)  en comparación con el 
arsenito, en condiciones similares a las realizadas en esta 
investigación, en donde la aplicación de 1 µM provocó la desaparición 
completa de las células. 
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El DMA es considerado como el metabolito final, producto de la 
metilación del arsenito, siendo capaz de ser detoxificado por la célula, 
sin la formación de daños graves. A bajas dosis este compuesto 
estimula la proliferación celular y a concentraciones tan elevadas 
como 1000 µM es capaz de no causar alteraciones significativas en el 
índice de proliferación celular (Sakurai et al., 2004), de forma similar 
con los resultados obtenidos en esta investigación. Hughes et al., 
(2002) citan  que el DMA es un metabolito que no causa el arresto 
celular en concentraciones bajas (100 µM). 
 
De nuestros resultados se deduce que la toxicidad de los compuestos 
de arsénico depende de su formulación, aunque se ha sugerido que el 
daño producido por el arsénico sobre la molécula de DNA, viene 
inducido principalmente, por la conversión metabólica inicial de las 
formas inorgánicas a especies metiladas (dimetilarsenicales) 
(Yamanaka et al., 1997). 
 
La técnica de inducción de micronúcleos es una de las herramientas 
más eficaces en la evaluación del efecto genotóxico de los diversos 
agentes, debido a que es capaz de ofrecer resultados confiables que 
aportan información sobre el daño directo en la molécula de DNA 
(Léonard, 1988; Champion et al., 1995; Seoane et al., 2000; Basu et 
al., 2001; Lauwerys, 2001; Silbergeld, 2001; Mandal et al., 2002; 
Baez et al., 2003; Fenech et al., 2003; Borrás et al., 2004; Rosefort et 
al., 2004; Zalacain et al., 2005)  
 
La exposición de las células TK6 a iAs, MMA y DMA no produjeron 
efectos significativos para la inducción de micronúcleos, en relación 
los valores obtenidos en el control negativo indicando que, bajo las 
condiciones de esta investigación, la línea celular TK6 es en cierta 
forma resistente al efecto genotóxico del arsénico y por lo tanto, la 
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cantidad de MN inducida en el ensayo no sobrepasa 
significativamente al valor que se alcanza con el control negativo. 
 
Con la finalidad de explicar la poca inducción de MN en las TK6 por 
parte del arsenito de sodio, se realizó un ensayo con linfocitos de 
sangre periférica, utilizando una concentración de 4 µM (Tablas 4.7 y 
4.8) en relación a la distribución de células de acuerdo con el número 
de núcleos y al número de MN presentes. Los resultados muestran 
que las TK6 son efectivamente más resistentes que los linfocitos al 
efecto del arsenito, en las condiciones de esta investigación, 
indicando que cada tipo celular tiene una capacidad de respuesta 
diferente ante la exposición de cada agente potencialmente tóxico.   
 
Hornhardt et al. (2006) trata de explicar este fenómeno, puesto que a 
diferencia de otros tipos celulares como linfocitos de sangre humana, 
células HeLa y HL-60, las células linfoblastoides TK6 no sufren 
alteraciones sino a concentraciones de arsénico superiores a 10 µM.  
Una posible explicación para la acción del arsénico puede ser la 
influencia diferencial del estado redox del glutatión y de las enzimas 
antioxidativas, lo cual puede interferir con el efecto del arsénico, 
sugiriendo que el proteoma de las células TK6 puede tener el rol de 
degradar las proteínas oxidadas especialmente bajo condiciones de 
estrés oxidativo.  
 
Los posibles tipos de daño al material genético detectados por el 
ensayo de micronúcleos son la aneuploidía, que consiste en la 
pérdida de uno o más cromosomas completos en las células, 
originado por la no disyunción de uno o varios cromosomas en 




Este daño se evidencia fácilmente mediante la prueba de inducción 
de MN con bloqueo de la citocinesis vinculado con el empleo de la 
técnica de hibridación in situ fluorescente (Moore et al., 1996; 
Johnson et al., 1998;  Seoane et al., 1999; Maierhofer et al., 2002; Le 
et al., 2003; Schuler et al., 2003) 
 
El tratamiento de linfocitos humanos con arsenito sódico para la 
detección de MN con la técnica de hibridación in situ fluorescente 
para evidenciar el efecto aneugénico y/o clastogénico potencial de 
este agente, indica incrementos significativos en la frecuencia de 
micronúcleos (Tabla 4.9); la evaluación del origen de los 
micronúcleos no indica una tendencia clara hacia la aneugenicidad, 
ni la clastogenicidad, con valores que se separan significativamente 
de los observados en los controles, por lo que no parece que el 
arsenito sódico tenga propiedades aneugénicas, como se ha citado a 
veces en la literatura. 
 
En la literatura existe una abundante información relacionada con el 
papel genotóxico del arsenito sódico (Stybo et al., 2000; Basu et al., 
2001; Liu et al., 2001; Basu et al., 2002; Mandal 2002; Thomas et al., 
2002; Dopp et al., 2004; Mourón et al., 2005; Tapio et al., 2005), en 
las cuales se presenta que este agente induce principalmente un 
efecto clastogénico (Hartwig et al., 1997; Mäki-Paakkanen et al., 
1998; Mahata et al., 2004). 
 
Sin embargo, también numerosas investigaciones indican que el 
arsenito sódico es capaz de mostrar ambos efectos, de acuerdo con el 
tipo de estudio realizado (Vega et al., 1995; Moore et al., 1996; 
Gonsebatt et al., 1997; Yih et al., 1999; Ho et al., 2000; Basu et al., 
2001; Rossman 2003; Raisuddin et al., 2004; Rossman et al., 2004). 
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Se ha demostrado que el efecto aneugénico o clastogénico esta 
relacionado en forma directa con el protocolo del ensayo, es decir, 
cuando el arsenito sódico es aplicado en un rango de dosis bajo (por 
ejemplo, 1,25 – 10 µM durante 24 hr) se observa la inducción de MN 
con señal positiva (MNC+), mientras que con el uso de un rango de 
dosis elevado (por ejemplo, 5 – 80 µM durante 4 hr) es capaz de 
inducir MN con señal negativa (MNC-) (Ho et al., 2000;  Rossman  
2003; IARC, 2004; Rossman et al., 2004).  
 
Probablemente este comportamiento se relaciona con el daño en el 
DNA causado por el arsenito sódico y podría explicarse considerando 
la evidencia experimental de su efecto genotóxico, por medio de la 
inhibición de algunas enzimas y proteínas involucradas en la 
reparación y expresión del DNA; así como por la inducción de 
especies de oxígeno reactivas (ROS) capaces de intervenir en el daño 
potencial sobre la molécula del DNA (Moore et al., 1996; Saleha et al., 
2001; Raidussin et al., 2004). Ambas características contribuyen 




De los resultados discutidos en esta investigación se deducen las 
siguientes conclusiones: 
 
1. Los datos obtenidos con las células TK6 expuestas a las distintas 
formas químicas del arsénico no presentaron resultados 
concluyentes, con respecto al ensayo de detección de micronúcleos. 
 
2. Los linfocitos presentaron una mejor respuesta al efecto producido 
por el arsenito de sodio, en la producción de micronúcleos. 
 
3. El uso de la técnica de hibridación in situ fluorescente acoplada con 
la prueba de micronúcleos no produjo resultados concluyentes con 
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